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BAB III  
METODE PELAKSANAAN 
 
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 
 Pelaksanaan penelitian dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Universitas 
Muhammadiyah Malang, pada tanggal 01 Januari 2018– 10 Oktober 2018. 
3.2 Alat dan Bahan 
Penelitian ini menggunakan peralatan pendukung sebagai berikut ; lemari 
pendingin, shaker, Laminar Air Flow (LAF), autoclave, pipet ukur, karet hisap,  
mikropipet ukuran 0-10 µl, 10-100 µl dan 100-1000 µl, tip mikropipet warna putih, 
kuning dan biru, tube volume 1500 µl, jarum ose, refrigator, beaker glass, 
pembakar bunsen, tabung reaksi volume, cawan petri, colony counter, microwave, 
vortex, sentrifuge, timbangan analitik, erlenmeyer 1000 ml, spektofotometer, kuvet, 
pinset, tissue, sarung tangan, masker, kertas label, Alat tulis Kantor (ATK), 
mikroskop, tabung eppendorf, tabung venoljack, alat dokumentasi dan Gas 
Chromatography–Mass Spectrometry (GC-MS). 
Bahan yang digunakan adalah sebagai berikut ;  tanah tempat pembuangan 
akhir, plastik, metanol absolut, media M63, media Lactose Broth (LB), aquadest,  
tryptophan, garam fisiologis (NaCl), glukosa, bubuk agar, yeast extract, kapas, 
polietilen glikol (PEG), polivinil alkohol (PVA), larutan kristal violet, larutan lugol, 
alkohol, dan safranin. 
3.3  Rancangan Penelitian 
 Rancangan yang digunakan pada penelitian ini adalah rancangan penelitian 
secara kualitatif. Pedoman dalam mengidentifikasi bakteri menggunakan 
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Mikrobiologi Kementrian Kesehatan Republik Indonesia (Yusmaniar & Khairun, 
2017), pengujian kemampuan degradasi senyawa karbon secara bertaraf dan 
senyawa metabolit ekstraseluler menggunakan Gas Chromatography–Mass 
Spectrometry (GC-MS). 
1.4 Diagram Alir Penelitian 
 
 
Gambar 4. Diagram Alir Penelitian 
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3.5  Tahapan Penelitian 
 Tahapan- tahapan dalam pelaksanaan penelitian ini adalah sebagaimana 
berikut : 
3.5.1  Pengambilan Sampel Tanah TPA 
 Pengambilan sampel tanah dilakukan pada tiga TPA berbeda yakni TPA 
Supit urang (S1), TPA Batu (S2), dan TPA Bandulan (S3) yang semuanya terletak 
di daerah sekitar Malang Jawa Timur. Sampel tanah diambil pada tiga titik yang 
berbeda. Pada tiap titik diambil tanah sebanyak ± 10 gram dengan kedalaman 
sekitar 10 cm dari lapisan atas. Kemudian seluruh sampel tanah dimasukkan ke 
dalam plastik klip dan disimpan di dalam lemari pendingin (Saraswati, Husen, & 
Simangungkalit, 2007). 
3.5.2  Sterilisasi Alat dan Media 
Peralatan laboratorium yang akan dipergunakan sebelumnya disterilisasi. 
Peralatan glassware tersebut direndam pada larutan chlorox selama semalam 
kemudian dibilas dengan air dan dikering anginkan. Melanjutkan dengan sterilisasi 
alat menggunakan autoclave pada suhu 121º C dengan tekanan 1 atm selama 60 
menit dan untuk tabung reaksi dan erlemenyer, bagian mulut labu dan tabung 
ditutup terlebih dahulu dengan kapas kemudian ditutup dengan Aluminium Foil dan 
dibungkus menggunakan plastik dan diikat dengan karet gelang. Sedangkan untuk 
media disterilisasi selama 15 menit pada tekanan 1 atm dan suhu 121º C (Suwastika 
& Agung, 2016). 
3.5.3  Preparasi Media Padat M63 
Pembuatan media M63 padat menggunakan beberapa bahan yaitu agarose 
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powder, 𝑀𝑔𝑆𝑂4 0,16 mM, KOH 75 mM, 𝐾𝐻2𝑃𝑂4 15 mM, (𝑁𝐻4)2𝑆𝑂4 15 mM, 
𝐹𝑒𝑆𝑂4 3,9 𝑚𝑀, D- glukosa 10 mM, dan aquadest. Mencampur bahan- bahan media 
M63 tersebut hingga homogen dan meletakannya pada beberapa erlemenyer dan 
dilakukan sterilisasi media pada autoclave pada suhu 121º  C dengan tekanan 1 atm 
selama 15 menit. Selanjutnya media yang sudah disterilisasi siap dituangkan ke 
dalam cawan petri yang nantinya akan digunakan untuk media isolasi bakteri hasil 
pengenceran (Sartika, 2016). 
3.5.4  Isolasi Bakteri Tanah TPA 
Melakukan pengenceran dengan menggunakan 9 ml garam fisiologis untuk 
1g sampel tanah yang ada. Metode pengenceran yang dilakukan adalah 
pengenceran bertingkat 10−1sampai 10−4. Mengambil sampel dengan pipet tetes 
sebanyak 1 ml pada pengenceran 10−3sampai 10−4, kemudian meneteskan isolat 
hasil pengenceran secara merata menggunakan cell spreader diatas permukaan 
media M63 padat. Setelah merata Melakukan inkubasi selama 3 hari. Pengamatan 
selanjutnya dilakukan secara makroskopis untuk mengidentifikasi morfologi dari 
koloni bakteri yang berhasil diisolasi (Yunita, Yusuf, & Rini, 2015). 
3.5.5  Identifikasi Koloni Bakteri 
Mengidentifikasi morfologi koloni yang terbentuk (bentuk, elevasi, tepian 
dan warna) dan metode streak. Penggunaan metode streak dengan jarum ose pada 
koloni bakteri dan memindahkan ke dalam cawan petri berisi media M63 padat. 
Memberi tanda label pada masing- masing isolat yang ditumbuhkan pada media 
M63 padat. Menginkubasi isolat yang telah dimurnikan di dalam cawan selama 24- 
36 jam, melakukan penggoresan ulang apabila ditemukan kontaminan pada isolat 
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yang ditumbuhkan (Susatyo, 2006). Menyimpan isolat hasil penggoresan tanpa 
kontaminan kemudian diidentifikasi dengan pedoman Mikrobiologi Kementrian 
Kesehatan Republik Indonesia (Yusmaniar & Khairun, 2017). Memberikan label 
sesuai dengan hasil identifikasi yang didapatkan. 
3.5.6  Pembuatan stock- culture pada media Lactose Broth (LB) miring 
Membuat media Lactose Broth dengan menghomogen NaCl 50 mM, yeast 
extract 50 mM, Triptone 100 mM, agar powder 15 gr, aquadest 1 L. kemudian 
semua bahan dihomogenkan pada sebuah Erlenmeyer. Melakukan sterilisasi media 
cair pada autoclave suhu 121º C dengan tekanan  1 atm selama 15 menit. 
Menginokulasi isolat hasil permunian pada media LB padat dan menyimpan pada 
stock- culture ke dalam refrigator dengan suhu 4º C. Menginokulasikan koloni 
bakteri yang telah terseleksi dan teridentifikasi pada media padat LB yang telah 
dibuat (Rakhmawati, 2012). 
3.5.7  Uji Pewarnaan Gram 
 Menyiapkan isolat yang akan digunakan dalam pewarnaan gram. 
Memfiksasi gelas objek diatas api bunsen perlahan kemudian meneteskan aquades 
diatas gelas objek dan dikering perlahan diatas api Bunsen. Mengambil isolat 
menggunakan jarum ose dan meletakkanya diatas gelas objek dan meratakannya. 
Meneteskan larutan kristal violet sebanyak 3 tetes,  mendiamkan selama satu menit, 
lalu membilas menggunakan air, dan mengering anginkan. Selanjutnya meneteskan 
larutan lugol sebanyak 3 tetes, mendiamkan selama satu menit, membilas 
menggunakan air, dan mengering anginkan. Meneteskan alohol sebanyak 3 tetes, 
mendiamkan selama 30 detik, bilas dengan air, dan mengering anginkan gelas 
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objek. Meneteskan larutan safranin sebanyak 3 tetes selama 15 detik, membilas 
menggunakan air, dan mengering anginkan gelas objek. Mengamati gelas objek 
yang sudah selesai diwarnai dibawah mikroskop (Waluyo, Mikrobiologi Umum, 
2004). 
3.5.8  Uji Biodegradasi Bertaraf 
Pengujian biodegradasi bertaraf didasarkan penelitian lain yang sudah 
diberi perubahan sesuai konteks yang diteliti. Membuat media M63 cair yang 
sumber karbonnya (glukosa) dimodifikasi (M63 + polietilen glikol (PEG) dan M63 
+ polivinil alkohol (PVA)) berdasarkan taraf perlakuan yang digunakan merupakan 
kombinasi antara sumber karbon glukosa dan polietilen glikol/ polivinil alkohol 
bertaraf 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100%. Selanjutnya, menginokulasi isolat 
hasil perbanyakan pada media M63 standart ke dalam media M63 cair yang telah 
dimodifikasi dengan taraf berbeda dan diinkubasi selama 24 jam untuk 
mendapatkan isolat dalam media M63 cair. Menginokulasikan isolat pada media 
M63 cair standart sebanyak 500 µl kedalam tabung reaksi berisi 9,5 ml media M63 
perlakuan. Melakukan pengamatan laju pertumbuhan dengan panjang gelombang 
(λ) 600 nm setiap 2 jam sekali selama 24 jam masa inkubasi (Perdana, 2012). 
3.5.9  Uji Biofertilizer menggunakan Gas Chromatography- Mass 
Spectrometry (GC- MS) 
Pada tahap ini dilakukan pengujian terhadap dua isolat bakteri yang 
sebelumnya sudah melalui uji biodegradasi bertaraf (100%) yang memiliki nilai 
terendah dan tertinggi. 
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3.5.9.1 Preparasi Isolat Bakteri 
Melakukan sentrifuge pada isolat bakteri yang berada di media M63 cair 
menggunakan kecepatan 4.000 rpm selama 5 menit. Mengambil natan yang 
diperoleh setelah sentrifuge sebanyak 2,5 ml dan mengencerkannya menggunakan 
ethanol absolute dingin sebanyak 2,5 ml.selanjutnya, menghomogenkan endapan 
yang telah diencerkan dengan ethanol absolute menggunakan vortex. Kemudian, 
hasil penghomogenan endapan di sentrifuge dengan kecepatan 4.000 rpm selama 5 
menit dan mengambil supernatant yang ada. Selanjutnya, memindahkan supernatan 
yang ada sebanyak 200 μl ke dalam tabung Eppendorf.  Selanjutnya, komposisi (%) 
senyawa organik yang diperoleh dari hasil GC- MS diklasifikasikan berdasarkan 
jenisnya yang antara lain fitohormon, asam amino, karbohidrat, dan fatty acid. 
Kemudian, menganalisis perbedaan senyawa organik yang dihasilkan pada isolat 
bernilai terendah dan isolat bernilai tertinggi.  
3.6  Penyajian dan Analisis Data 
Data yang diperoleh dalam peneltian ini dianalisis secara deskriptif dengan 
gambar, grafik, dan tabel. Data gambar disajikan dalam hasil identifikasi 7 bakteri 
terbaik melalui morfologi koloni dan hasil streak atau penggoresan. Data grafik dan 
tabel disajikan dalam hasil analisis Chromatography–Mass Spectrometry (GC-MS). 
Variable pengamatan yang digunakan meliputi warna, elevasi, bentuk koloni, 
bentuk pinggiran, tekstur, pola penyebaran, bentuk sel, sifat gram, laju 
pertumbuhan, dan senyawa metabolit ekstraseluler.  Data- data yang diperoleh 
selanjutnya dianalisis secara kualitatif berdasarkan literatur terbaru dalam konteks 
mikrobiologi. 
